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抄録　生体は親電子性物質，活性酸素種によって生成される酸化ストレスから生体を保護する応答
システムを有している．Keap1（Kelch-like ECH-associated protein 1） -Nrf2（NF-E2 related factor 
2）システムがこの応答機構において重要な役割を果たす．核内移行した Nrf2は転写因子として，
NQO1，HO-1などの抗酸化遺伝子群の発現を制御する．
　横紋筋融解症による急性腎障害（AKI: Acute Kidney Injury）の機序として，酸化ストレスが尿
細管障害に大きく関与する．それ故，横紋筋融解症誘発性 AKI においても Nrf2活性化による腎保
護効果が期待される．横紋筋融解症誘発性 AKI における Nrf2活性化の意義と治療標的としての可
能性を検討した．ヒト近位尿細管上皮細胞（hPTECs）を用い hemin 刺激に対する Nrf2活性化の
意義を検討した．hemin 刺激により hPTECs における Nrf2関連抗酸化遺伝子群の上昇，細胞障害




WT/Cont に比べ WT/RM 群で腎機能障害，尿細管障害，マクロファージ浸潤を認め，Nrf2KO/


















し，急性腎障害（Acute Kidney Injury; AKI）と
いう新しい概念が誕生した．複数の AKI の概
































（Kelch-like ECH-associated protein 1） -Nrf2（NF-









群として heme oxygenase-1（HO-1），Glutamate 


























　10週齢雄性 C57BL/6J マウス（野生型: WT），















































BIOSCIENCES INC., Tokyo, JAPAN）を添加し，
25℃にて１時間反応させた．PBS で洗浄後，













BulletKitTM（Lonza） に ５ ％ の 非 働 化 し た
FBS，100 IU/mL ペニシリン，及び100 μg/mL
ストレプトマイシンを加えた培地で，37℃，５％
CO2条件下で増殖させた．また hemin（Sigma-
Aldrich, MO, USA）100 mM による薬剤処理
を行い，６時間反応させ抗酸化遺伝子群の発
現を評価した．RM による腎障害を in vitro で
mimic するため，hemin 刺激を行った23，24）．ま
た，hemin 刺激に対する Nrf2の役割を検討する
ため，Nrf2-siRNA にて Nrf2を KD し，Control-
siRNA と比較検討した．
ウエスタンブロット法
　hPTECs の培地を除去し，Lysis Buffer（Tissue 
Protein Extraction Reagent（Thermo Rockford, IL, 





ンパク量10-30 μg 相当の抽出液を200 V，60分
で電気泳動し，その後ニトロセルロースメンブ
レンに転写した．その後，５％ non-fat milk に
て１時間ブロッキングし，各種一次抗体で４℃，
一晩反応させ，翌日対応した二次抗体液に反
応させた．ECL Prime Western Blotting Detection 
Reagent（GE Healthcare Bio-sciences Co., Bucks, 
UK）で反応させ，Chemiluminescenese にて撮
影した．一次抗体は抗 Nrf2抗体（Cell Signaling, 
Boston, MA, USA）， 抗 GAPDH 抗 体（Merck 
Millipore, MA, USA）を使用し，二次抗体は
Anti-Mouse IgG，HRP-Linked Whole Ab Sheep
（GE Healthcare Bio-sciences Co.），Anti-Rabbit 





通 り 行 っ た26）． 細 胞 の Total RNA は TRIzol 
Reagent（Life Technologies．Corp．，Carlsbad，
CA）を用いて抽出し，１μg 量の mRNA を




マーおよびプローブは GenBank の nucleotides




THUNDERBIRD® Probe qPCR Mix を使用し， 
Ar iaMx Real -Time PCR Sys tem（Agi len t 
Technologies, Inc. Tokyo, Japan）で50サイクルの






　LDH 活 性 の 測 定 に は LDH Cytotoxicity 
Detection Kit（TaKaRa BIO Inc., Shiga, Japan）











　hPTECs は70％～80％ confluent になるように
6-well プレートに播種し，Control-siRNA（Santa 
Cruz Biotechnology, TX, USA）および Nrf2-siRNA
（Santa Cruz Biotechnology） を12.5 nM/well に
て Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent













尿細管細胞における hemin 刺激に対する Nrf2
の役割






１a-e）．また，細胞上清を用いた LDH assay で
細胞死を評価した．結果は hemin 刺激により細






In vivo における RM 誘発性 AKI に対する Nrf2
の役割
　RM 誘発性 AKI に対する Nrf2の役割，お
よびその機序の検討を行うため，WT および
Nrf2KO マウスを用い，グリセロールの筋注に

































































































































図１　ヒト近位尿細管上皮細胞における hemin 刺激に対する Nrf2の細胞保護作用の評価
a．Nrf2の Western blot の画像．b．Nrf2の蛋白発現量．c．NQO1の mRNA 発現量．d．HO-1の mRNA 発現量．e．
GCLM の mRNA 発現量．f．LDH assay での細胞障害度評価 Control 群（white），Control+hemin 群（black），Nrf2-
siRNA 群（light grey），Nrf2-siRNA+hemin 群（dark grey）　＊ : P < 0.05 vs control group　†: P < 0.05 vs hemin group　‡: 
P< 0.05 vs Nrf2-siRNA group
４群間による比較検討を行った．結果は，WT/

















Nrf2KO/RM では WT/RM に比べ Kim-1陽性面
積は有意に増加していた（図３d, e）．これらの

















たが，Nrf2KO/RM では Nrf2KO/Cont に比較し
有意な発現上昇を認めた（図４e）．以上のこと





の mRNA レベルは，Nrf2KO/RM ではその発現
上昇は認めず WT/RM に比較し低値であった
（図５a，b）．酸化ストレスの評価のため尿中
8-OHdG を測定した．WT/RM では WT/Cont に
比べ増加しており，RM 誘発性 AKI において
活性酸素種の増大が重要であることが示され



















































a．血清 UN．b．血清 CRN WT/Cont 群（white），WT/RM 群（black），Nrf2KO/Cont 群（light grey），Nrf2KO/RM 群（dark 
































































a．尿細管の HE 染色．Bar=100μm．◁ : 円柱および尿細管の拡張．b．a で示した WT/RM 群，Nrf2KO/RM 群の枠部
の拡大画像．◀ : 尿細管上皮の脱落．c．尿細管障害度スコア．d．尿細管の Kim-1染色．Bar=100μm．e．Kim-1陽性
エリア WT/Cont 群（white），WT/RM 群（black），Nrf2KO/Cont 群（light grey），Nrf2KO/RM 群（dark grey）　＊ : P < 0.05 




















































































































a．尿細管の F4/80染色．Bar=20μm．b．F4/80陽性エリア．c．腎組織の TNFαの mRNA 発現量．d．腎組織の
MCP-1の mRNA 発現量．e．腎組織の IL-1βの mRNA 発現量．WT/Cont 群（white），WT/RM 群（black），Nrf2KO/




　RM 誘発性 AKI モデルを作成し病態形成にお
ける Nrf2活性化の意義について検討を行った．
In vitro で hemin 刺激によって近位尿細管細胞
障害の制御に Nrf2関連抗酸化遺伝子群の働き
が重要であることが示された．また，siRNA に
より Nrf2を KD することで抗酸化遺伝子群の発
現が低下し，結果として尿細管細胞の細胞死が
増加することを確認した．In vivo では WT マ














































































































a．腎組織のNQO1のmRNA発現量 .　 b．腎組織のHO-1のmRNA発現量 .　c．尿中8-OHdG排泄量．WT/Cont群（white），
WT/RM 群（black），Nrf2KO/Cont 群（light grey），Nrf2KO/RM 群（dark grey）　＊ : P < 0.05 vs WT/Cont group　†: P < 





















促進され cast nephropathy をきたす．現在 RM


























る NF-kβ関連炎症抑制作用は ARE を介さず，
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The role of Nrf2 activation in mouse rhabdomyolysis-induced  
acute kidney injury model
Atsushi UCHIDA,  Hajime NAGASU,  Kengo KIDOKORO,   
Yuji SOGAWA,  Seiji ITANO,  Yoshisuke HARUNA,  Minoru SATOH,   
Tamaki SASAKI,  Naoki KASHIHARA
Department of Nephrology and Hypertension, Kawasaki Medical School
ABSTRACT   Cells are equipped with cytoprotective systems against oxidative stress caused 
by reactive oxygen species and electrophilic stress. The Keap1-Nrf2 pathway plays a central 
role in such mechanisms against oxidative and xenobiotic damage. Nrf2, as a transcription 
factor, activates a series of genes including NQO1 and HO-1.
   As the mechanism of acute kidney injury (AKI) due to rhabdomyolysis, renal tubule injury 
due to oxidative stress is the major component of the pathology. Therefore, in rhabdomyolysis-
induced AKI, reno-protective effect of Nrf2 activation is expected. In the present study, the role 
of Nrf2 activation in rhabdomyolysis-induced AKI was investigated. In vitro, human proximal 
tubular epithelial cells (hPTECs) were used to determine the significance of Nrf2 for hemin 
stimulation. Hemin stimulation revealed elevation of Nrf2-related antioxidant gene group and 
cytotoxicity. Nrf2 knockdown (KD) with Nrf2-siRNA suppressed the rise of the expression of the 
antioxidant genes against hemin stimulation, and the cell damage was significantly exacerbated. 
A model of rhabdomyolysis by glycerol intramuscular injection was also prepared in vivo using 
wild type mice (WT) and Nrf2-deficient mice (Nrf2 KO). These mice were of the C57BL/6J 
background. We divided them into four groups: (1) WT/Cont, (2) WT/rhabdomyolysis (RM), (3) 
Nrf2 KO/Cont, and (4) Nrf2 KO/RM. Renal dysfunction and macrophage infiltration occurred 
more often in the WT/RM than in the WT/Cont, and it significantly worsened in the Nrf2 KO/RM 
group compared to the WT/RM. The expression of the antioxidant gene group was suppressed 
more in the Nrf2 KO/RM group compared with the WT/RM. 
   These results indicate that Nrf2 activation exerts reno-protective effect in rhabdomyolysis-
induced AKI. Nrf2 activation may be a new therapeutic target for rhabdomyolysis-induced AKI.
 (Accepted on August 30, 2017)
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